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1 Úvod 

Lidé produkují a využívají velké množství chemických látek, které se pak dostávají 

do vodního prostředí. Některé z těchto polutantů vodního prostředí mohou negativně 

narušovat vývoj a funkce endokrinního systému, a proto se řadí do kategorie tzv. 

endokrinních disruptorů. Přítomnost endokrinních disruptorů ve vodním prostředí 

představuje velké riziko pro vodní organismy.  

Jednou z fyziologických signálních drah, která může být narušena vnějšími faktory, 

je osa hypothalamus-hypofýza-štítná žláza (HPT). Některé polutanty prostředí mohou být 

v kompetici s přírodními thyroidními hormony o vazebná místa na thyroidních 

receptorech, přes které je signalizování HPT osy zprostředkováno, a tudíž vykazovat tzv. 

thyroidní nebo anti-thyroidní aktivitu. 

Hormony štítné žlázy mají důležitou funkci během nitroděložního vývoje a krátce po 

narození působí zvláště na vývoj mozku. Jejich funkce je důležitá i pro metabolismus, 

protože regulují přeměnu látek a spotřebu kyslíku ve většině tkání a účastní se mnoha 

dalších procesů. 

Cílem této práce bylo provedení prvního monitoringu výskytu (anti-)thyroidních 

aktivit in vitro v extraktech z pasivních vzorkovačů z povrchové vody na území České 

republiky a identifikování rizikových lokalit výskytu (anti-)thyroidních aktivit. 

Pro detekci (anti-)thyroidních aktivit na 21 lokalitách po celé České republice byl 

použit in vitro biotest (anti-)TR-CALUX. 
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2 Literární přehled  

2.1 Štítná žláza 

Štítná žláza (glandula thyreoidea) se řadí k nejvýznamnějším žlázám s vnitřní 

sekrecí. Štítná žláza je závislá na přísunu jódu potravou nebo vodou. Jód je z krve aktivně 

vychytáván jodidovou pumpou jako anorganická sůl (jodid draselný nebo jodid sodný) 

(Trojan a kol., 2003).  

Štítná žláza je uložena v oblasti hrtanu. Její tvar je podkovitý a člení se na dva laloky, 

které jsou spojené na dolním okraji můstkem. Obsahuje dva páry příštítných tělísek, které 

jsou umístěné na zadní straně. Úkolem těchto tělísek je regulovat hladinu vápníku v těle 

(Vávrová, 2012). Štítná žláza může mít různou velikost, která je závislá na řadě faktorů 

(rasa, věk, zásobení organismu jódem a selenem a jiné) (Jiskra, 2011). Hmotnost štítné 

žlázy u dospělého člověka je přibližně 15-20 g. Skládá se z folikulů, které mají stěnu 

tvořenou folikulárními buňkami (tyreocyty). Folikuly jsou vyplněny tekutinou neboli 

koloidem (Trojan a kol., 2003).  

Štítná žláza ryb je rozdílná od lidské především v tom, že může mít folikuly štítné 

žlázy v jiných orgánech, než je oblast hrtanu. Folikuly jsou u většiny kostnatých ryb 

(Teleostei) rozptýleny v hlavové části (v okolí hrtanu), ale mnoho druhů ryb z tohoto 

nadřádu má folikuly štítné žlázy rozptýlené i v tělové části, konkrétně v ledvinách, 

gonádách a játrech (Norris, 2007; Geven a kol., 2007). Tyto folikuly v hlavové a tělové 

části spolu komunikují, ale u některých druhů ryb (například kapr obecný) jsou folikuly 

štítné žlázy aktivní pouze v určité tkáni, například v ledvinách (Geven a kol., 2007). Na 

Obr. č. 1 je názorná ukázka rozptýlené struktury štítné žlázy u ryb. Štítná žláza řídí 

metabolismus pomocí hormonů (2.1.1), které sama produkuje. 
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2.1.1 Hormony štítné žlázy 

Mezi hormony štítné žlázy patří tyroxin (tetrajodthyronin) a jeho bioaktivní forma 

trijodthyronin (Obr. č. 2). Tyto hormony řídí energetickou homeostázu navyšováním 

bazálního metabolismu působením na syntézu proteinů a metabolismus sacharidů 

(Shiizaki a kol., 2010). Dále jsou důležité pro duševní stav a pro mnoho fyziologických 

procesů jako remodelace kostí a srdeční funkce (Brent, 2012). Hormony štítné žlázy jsou 

důležité pro vývoj člověka hned po narození, protože působí mimo jiné na vývoj mozku 

(Trojan a kol., 2003).   

Hormony štítné žlázy a jejich metabolity jako jediné v těle obsahují jód (Hulbert, 

2000). Tvorba tyroxinu a trijodthyroninu je závislá na přísunu jódu potravou nebo vodou 

(Trojan a kol., 2003).  

Tyroxin je hlavní hormon produkovaný štítnou žlázou. Štítná žláza denně 

vyprodukuje zhruba 80 μg tyroxinu (Springer, 2010). Tyroxin stimuluje metabolické 

procesy včetně oxidací, tím zvyšuje nároky na energetický substrát. Další jeho vlastností 

je, že zesiluje účinek adrenalinu (Trojan a kol., 2003). Po vstupu do krevního oběhu se 

naváže na transportní proteiny, kterými jsou: albumin, globulin a transthyretin známý 

Obr. č. 1 Rozptýlená struktura štítné žlázy u ryb (Norris, 2007) 
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také jako prealbumin. Následně je tyroxin těmito proteiny transportován do cílových 

buněk po celém těle (Trojan a kol., 2003; Collet a kol., 2019; Pappa a kol., 2015).  Ve 

tkáních se přeměňuje za pomoci enzymu monodejodáza na účinnější trijodthyronin. 

V případě, že je trijodthyroninu dostatečné množství, tak se tyroxin přeměňuje na 

reverzní trijodthyronin, který je méně biologicky účinný (Trojan a kol., 2003).  

Trijodthyronin je aktivní intracelulární hormon, který se s vysokou afinitou váže na 

thyroidní receptory. Receptory pro trijodthyronin váží hormon v jádře, mohou vázat i 

tyroxin, ale s nižší afinitou (Ganong, 2005).  Afinita trijodthyroninu k thyroidním 

receptorům je deseti až dvacetinásobně vyšší než u tyroxinu (DeVito a kol., 1999; 

Shiizaki a kol., 2010). Trijodthyronin vzniká z tyroxinu po odštěpení jedné molekuly 

jódu. K odštěpení dochází pomocí enzymů, které se nazývají dejodázy. Pro funkci 

dejodáz je nutný přísun selenu, který se do těla dostává potravou (zdrojem selenu je maso, 

vnitřnosti, mořské ryby, ořechy a česnek). V lidském těle se trijodthyroninu denně vytvoří 

přibližně 20 μg (Springer, 2010; Jiskra, 2011). 

Tyroxin a trijodthyronin jsou v krvi vázané na bílkovinách. Ve volné formě se 

vyskytují v desetinách procent (0,4 % tyroxin a 0,4 % trijodthyronin). V této formě jsou 

fyziologicky účinné. Hladina hormonů štítné žlázy se v krvi pohybuje kolem 1,8 nmol  

l-1 trijodthyroninu a 100 nmol  l-1 tyroxinu (Trojan a kol., 2003). 

 

 

Obr. č. 2 Struktura tyroxinu a trijodthyroninu (Trojan a kol., 2003) 
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Základním kamenem pro tvorbu hormonů štítné žlázy je dostatečný přísun jódu do 

tyreocytů. Do těla jód přichází potravou a vodou ve formě jodidu. Jodid se ve střevě 

redukuje na jodidový ion a z převážné části (přibližně 90 %) je vstřebán v tenkém střevě.  

Množství přijatého jódu pro správnou funkci štítné žlázy u dospělého člověka by mělo 

být alespoň kolem 150-200 μg na den (Lüllmann, 2004; Zamrazil a Čeřovská, 2014). 

Celková koncentrace jódu v krvi je přibližně 40-80 μg  l-1. V případě že je příjem jódu 

vyrovnaný, tak je ho asi 90 % vyloučeno močí. Stolicí se vyloučí přibližně 10-30 μg za 

den. Potem se ho může za normálních podmínek vyloučit až 40 μg za den (Zamrazil a 

Čeřovská, 2014).  

Nástup účinku hormonů štítné žlázy je v řádu hodin až dnů. Jejich účinek pak 

přetrvává dny až týdny. Doba vylučování hormonů štítné žlázy závisí na rychlosti 

odbourávání enzymy, které jsou přítomny v krvi a na rychlosti degradace komplexu 

hormon-receptor v buňce (Trojan a kol., 2003).  

Odhaduje se, že metabolismus pracuje přibližně s 90 g tyroxinu za den, ze kterých se 

80 % přemění na trijodthyronin a zbylých 20 % se žlučí převážně přemění na konjugát a 

vyloučí z těla (Talwar a Srivastava, 2006). Ve stolici zdravého člověka se nalézá 

koncentrace konjugovaného tyroxinu 1,03 ± 0,64 nmol  g-1, zatímco množství 

nekonjugovaného tyroxinu vyloučeného močí je přibližně 1,41 μg za den a 

trijodthyroninu je to přibližně 0,63 μg za den (Faber a kol., 1981). Hormony štítné žlázy 

jsou lidmi vylučovány do kanalizačních sítí a následně se dostávají na čistírny odpadních 

vod. Předpokládá se, že se mohou přes čistírny odpadních vod dostat až do povrchových 

vod. 

2.1.2 Osa hypothalamus-hypofýza-štítná žláza 

Osa hypothalamus-hypofýza-štítná žláza (HPT) je nepostradatelná zpětnovazebná a 

regulační osa v lidském těle. Důvodem je nezbytná tvorba hormonů štítné žlázy (tyroxin 

a trijodthyronin). Pro správnou funkci a růst těla je velmi důležité udržovat stálou hladinu 

hormonů štítné žlázy (Trojan a kol., 2003). 

První složkou HPT osy je hypothalamus, který je součástí mezimozku a je tvořen 

velkým množstvím jader, která jsou vzájemně propojena mezi sebou a okolním nervovým 

systémem. V hypothalamu se vytváří hormon tyreoliberin, což je hormon, jehož úkolem 

je zvyšovat hladinu hormonů v hypofýze (Boučková, 2012). Tyreoliberin se vlivem 

vnějších podnětů (jako jsou například teplota a stres) uvolňuje z hypothalamu a dostává 
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do hypofýzy. Hypothalamus je s hypofýzou spojen tzv. portálními hypofyzárními 

cévami. Hypofýza (glandula pituitaria) je rozdělena na dvě části, které jsou spolu 

propojeny. První částí je přední lalok zvaný adenohypofýza, který produkuje tropní 

hormony. Druhou částí je zadní lalok hypofýzy zvaný neurohypofýza (Trojan a kol., 

2003). V adenohypofýze tyreoliberin působí na tzv. tyreotropní buňky a vyvolá 

uvolňování tyreotropinu, který poté působí na buňky štítné žlázy (Ortiga-Carvalho a kol., 

2014; Roelfsema a kol., 2017). Sekrece tyreotropinu je částečně regulovaná inhibiční 

zpětnou vazbou, která je spuštěna poté co se v krvi zvýší hladina hormonů štítné žlázy 

(Ganong, 2005). Při inhibiční zpětné vazbě se v hypofýze vytvářejí hormony somatostatin 

a dopamin, které mají silný inhibiční účinek na vylučování tyreotropinu (Roelfsema a 

kol., 2017; Ortiga-Carvalho a kol., 2014). 

Tyreotropin se skládá z α a  podjednotky, naváže se na buňky štítné žlázy a 

stimuluje je k tomu, aby prostřednictvím jodidové pumpy, která se nachází na buněčné 

membráně vychytávaly jód, který koluje v krvi. Jód pak slouží k tvorbě hormonů štítné 

žlázy, tyroxinu a trijodthyroninu (Dohan a kol., 2003; Chiamolera a Wondisford, 2009; 

Springer, 2010).  

2.1.3 Thyroidní receptory 

Receptory hormonů štítné žlázy patří mezi jaderné receptory, které po navázání 

trijodthyroninu spouštějí genovou expresi. Jsou schopné vázat jak thyroidní hormony, tak 

i sekvence DNA v promotorové oblasti cílových genů, kde mohou působit vzájemně 

s represory a koaktivátory (Yen a kol., 2006; Latham a kol., 1976). Receptory hormonů 

štítné žlázy bez ligandu migrují mezi cytosolem a jádrem (Maruvada a kol., 2003) poté 

co se naváže ligand na receptor, tak tento komplex putuje do jádra (Cao a kol., 2009). 

V mitochondriích hormony štítné žlázy stimulují energetický metabolismus (Trojan a 

kol., 2003). 

Thyroidní receptory jsou kódovány geny TRα a TR. Jednotlivé receptory se liší 

afinitou k trijodthyroninu a expresí v různých tkáních. Exprese zmíněných genů vede ve 

výsledku ke vzniku pěti izoforem thyroidních receptorů (TRα1, TRα2, TR1, TR2, 

TR3) (Janosek a kol., 2006; Trojan a kol., 2003). Hlavními receptory jsou TRα1, TR1 

a TR2, které váží hormon trijodthyronin s vysokou afinitou a zprostředkovávají 

transkripci, která je regulovaná hormony štítné žlázy (Yen a kol., 2006). 
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Přes receptor TRα1 je řízen vývoj mozku po narození, dále vývoj kostí, střev a funkce 

srdce. Receptor TRα2 se od ostatních receptorů liší tím, že neváže trijodthyronin a 

celkově jeho funkce v organismu není jasná. TR1 kontroluje metabolismus jater, vývoj 

vnitřního ucha a sítnice (Jugan a kol., 2007; Ganong, 2005). Receptor TR2 se vyskytuje 

pouze v mozku, na rozdíl od ostatních receptorů štítné žlázy, protože ty jsou široce 

distribuovány (Ganong, 2005). V roce 2014 bylo prokázáno, že pacienti, kteří mají 

rezistenci k beta receptoru, mají významně omezenou funkci osy hypotalamus-hypofýza-

štítná žláza a tím i velice zvýšené hladiny hormonů štítné žlázy (Ortiga-Carvalho a kol., 

2014). 

 

2.1.4 Onemocnění štítné žlázy 

Při nedostatku hormonů dochází k hypotyreóze a při nadbytku k hypertyreóze 

(Vávrová, 2012). 

Hypertyreóza je stav, během kterého štítná žláza produkuje více hormonů než 

organismus potřebuje. Klinické příznaky se projevují například poklesem hmotnosti, 

nespavostí, neklidem, svalovou slabostí a dalšími obtížemi. Při tomto onemocnění 

dochází ke zvětšení štítné žlázy, které nazýváme struma (Zamrazil a Čeřovská, 2014).  

Hypotyreóza se projevuje zánětem, který vede k poškození štítné žlázy s následným 

poklesem její funkce. Klinické příznaky jsou oproti hypertyreóze opačné. Projevují se 

například únavou, ospalostí, zimomřivostí. Dochází k otokům víček a jazyka (Zamrazil a 

Čeřovská, 2014). Léčba hypotyreózy spočívá v dodání chybějícího hormonu tyroxinu do 

organismu (Jiskra, 2011), čímž se štítná žláza vrací do původního stavu (Hennessey, 

2003). Hypotyreóze a problémům, které způsobuje lze předcházet přijímáním jódu 

obsaženého díky jódování v kuchyňské soli (Singh a kol., 2019). 

V České republice trpí hypotyreózou až 5 % populace a hypertyreózou kolem 0,2-1 

% populace. Přítomnost onemocnění štítné žlázy se častěji vyskytuje u žen než u mužů 

(Jiskra, 2011). Onemocnění štítné žlázy je ve většině případů celoživotní záležitostí. 

Rozpoznání, o jaký druh onemocnění štítné žlázy se jedná, se určuje na základě etiologie 

a podle toho se provádí následná léčba (Límanová a kol., 2011).  

Rakovina štítné žlázy patří celosvětově k nádorům, které mají nejrychleji rostoucí 

incidenci (Nováková a kol., 2015). V České republice je také zaznamenáno, že výskyt 

rakoviny štítné žlázy neustále roste. Uvádí se, že od roku 1980 do roku 2015 se výskyt 
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4krát zvýšil (Nováková a kol., 2015). V roce 2015 bylo diagnostikováno přibližně 1 143 

nových případů rakoviny štítné žlázy (Vlček a kol., 2017). Mezi faktory, které mohou 

způsobovat rakovinu štítné žlázy se řadí vystavení ionizujícímu záření neboli radiaci, 

nedostatečný příjem jódu, život v sopečných oblastech, kouření, expozice xenobiotikům, 

infekce viry a mnoho dalších (Nováková a kol., 2015). 

2.1.5 Syntetické hormony pro léčbu onemocnění štítné žlázy 

Mezi synteticky vyráběné hormony používané k léčbě onemocnění štítné žlázy 

patří levothyroxin, který je náhradou přirozeného hormonu tyroxinu. Náhrada 

přirozeného trijodthyroninu je syntetický liothyronin (Marek a kol.,2010). Uměle 

vyráběné hormony se používají převážně při léčbě hypotyreózy, která se projevuje 

nedostatkem hormonů štítné žlázy. V České republice se používá syntetický 

levothyroxin ve formě sodné soli zejména v přípravcích zvaných Letrox a Euthyrox 

(Jiskra, 2011).  

Na veřejně dostupných stránkách státního ústavu pro kontrolu léčiv (SÚKL; 

www.sukl.cz) se můžeme dozvědět, že dalšími léčivy, ve kterých je obsažen 

levothyroxin ve formě sodné soli jsou například: Eltroxin, Althyxin, Levosintsol, 

Levothyroxin Abdi, Levothyroxine Accord, Syntroxine, Jodthyrox. Přípravek 

Jodthyrox v sobě obsahuje levothyroxin sodný a s ním i další účinnou látku, kterou 

je jodid draselný. Přípravkem obsahující liothyronin sodný je Cynomel. Dostupnost 

Cynomelu na českém trhu je od roku 2017 neustále přerušována a znovu obnovována 

(SÚKL; www.sukl.cz). 

2.2 In vitro testy 

In vitro testy získaly svůj název z latiny, který v překladu znamená „ve skle“. Tyto   

testy jsou prováděny v laboratorních podmínkách v Petriho miskách, Erlenmeyerových 

baňkách, ve zkumavkách, mikrotitračních destičkách a dalších laboratorních nádobách 

vyrobených z různého materiálu (Bhanushali a kol., 2010). 

Stále se hojně využívají testy in vivo, které jsou prováděny přímo na zvířatech, 

dochází k jejich utrpení a možné následné smrti. Snahou je tyto testy částečně nahrazovat, 

aby nedocházelo, k již zmíněnému utrpení a usmrcování zvířat. Jednou z možností mohou 

být testy in vitro, k těmto testům nejsou za potřebí celé organismy nýbrž pouze jejich 
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části, kterými mohou být např. buňky, orgány nebo tkáně (Linhart, 2012; Bhanushali a 

kol., 2010).  

Zásady principů 3R navrhli v roce 1959 Russel a Burch. Principy 3R jsou široce 

přijímány jako nejlepší způsob k dosažení vysoce kvalitních vědeckých výsledků při 

současném zajištění nejvyššího etického standardu, kterým se rozumí regulace používání 

zvířat při vědeckých postupech (Kirk, 2018). Principy 3R zahrnují skupiny Reduction, 

Refinement a Replacement (Russel a Burch, 1959). 

Princip Replacement má za cíl používání metod nahrazujících testování na zvířatech. 

Do této skupiny patří in vitro testy, které využívají tkáňové kultury, bílé krvinky, jaterní 

buňky, testy na nižších organismech (bakterie, prvoci, bičíkovci, řasy, červi, houby, 

kvasinky, hmyz, semena rostlin). Dalšími skupinami jsou Reduction (dochází ke snížení 

spotřeby laboratorních zvířat) a Refinement (dochází ke zjemnění, pracují na takovém 

principu, aby nedocházelo k utrpení zvířat) (Russel a Burch, 1959). Vzhledem 

k vysokému počtu využitých případně usmrcených zvířat je toto nahrazení vítanou 

možností. Počet usmrcených zvířat pro účely in vivo testů byl odhadnut na několik 

miliónů za rok (Bhanushali a kol., 2010).  

V porovnání s in vivo testy jsou in vitro testy výhodné pro jejich nižší časovou 

náročnost, jednoduchou proveditelnost a vysokou reprodukovatelnost. Finanční náklady 

se zdají být relativně nízké vzhledem k velkému počtu vzorků, které je možné 

zanalyzovat (Pampaloni a kol., 2007). Nevýhodou in vitro testů je, že neposkytují 

informace o adsorpci, distribuci, metabolismu a exkreci cizorodých látek v organismu tak 

jako výsledky testů in vivo, které sice také neposkytují výše uvedené informace, ale může 

v nich dojít k zmetabolizování látky, která už výše zmíněné informace poskytnout může 

(Sonneveld a kol., 2006). Za pomoci těchto testů jsme schopni odhalit přítomnost všech 

látek ve vzorku se stejným mechanismem účinku (Hilscherova a kol., 2000).  

Tyto metody slouží ke studiu toxikologických interakcí, získání lepšího pohledu na 

působení chemických látek na živý organismus na molekulární úrovni i na vyšších 

úrovních biologické komplexity (Linhart, 2012). 
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2.3 In vitro testy pro detekci (anti-)thyroidní aktivity 

2.3.1 CALUX (Chemically Activated LUciferase gene eXpression) 

CALUX testy jsou druhem biotestů založených na expresi luciferázového genu, které 

jsou hojně využívány ve výzkumu pro charakterizaci biologické aktivity chemických 

látek v environmentálních vzorcích. Tyto testy jsou založeny na expresi reportérového 

genu v geneticky modifikovaných buňkách, které senzitivně a selektivně reagují na 

chemikálie aktivující určitý vložený receptor (Sonneveld a kol., 2005; Van der Linden a 

kol., 2008). In vitro biotesty nejsou schopny identifikovat jednotlivé sloučeniny 

způsobující odpověď. Díky nim jsme schopni pouze posoudit, zda sloučenina působí 

skrze použitý receptor (Gillesby a Zacharewski, 1998).  

CALUX testy jsou rozděleny dle steroidních receptorů, které obsahují na: thyroidní 

(TR-CALUX), progesteronový (PR-CALUX), androgenní (AR-CALUX), estrogenní 

(ER-CALUX), glukokortikoidní (GR-CALUX). Existuje řada dalších CALUX in vitro 

biotestů (BioDetection Systems, b.v.). 

Pro tyto biotesty se používají lidské geneticky modifikované linie U2-OS. Jedná se 

o rakovinné buňky kostní dřeně. Výhodou těchto buněk je, že neobsahují pro tyto testy 

významné množství receptorů a je pro ně typický rychlý růst a snadná manipulace 

(Sonneveld a kol., 2011). Pro detekci hormonální aktivity je do buněk vložen vektor, 

který obsahuje sekvence komplementární DNA (cDNA) pro daný lidský hormonální 

receptor a pak také vektor nesoucí hormon responsivní elementy, které jsou spojené 

s genem, který kóduje luciferázu a TATA boxem (Sonneveld a kol., 2005). Hormony, 

popřípadě sloučeniny, které napodobují biologickou aktivitu hormonů vstupují do 

cytosolu cílových buněk a navážou se tam na receptory, které jsou v monomerní formě a 

po navázání ligandu na receptor se vytvoří aktivní dimerní formy. Následně dochází 

k přesunu komplexu ligand-receptor do jádra. V jádru dochází k interakci komplexu 

ligand-receptor a hormon responzivních elementů, čímž dojde ke spuštění genové exprese 

(výsledkem je produkce proteinů). V CALUX biotestech v agonistickém módu dochází 

k navázání ligandu (testované chemické látky nebo látky v extraktu environmentálního 

vzorku) na receptor. Hormon responzivní elementy jsou v CALUX testech specifické pro 

každý receptor (například thyroidní responzivní elementy). Ligandy vstupují do buněk a 

navážou se na receptor v cytosolu, pak tento komplex putuje do jádra, kde se naváže na 
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hormon responzivní elementy. Za normálních okolností jsou hormon responzivní 

elementy předřazené před geny kódující proteiny, které mají v buňce různé funkce. Po 

navázání komplexu receptor-ligand na tyto hormon responzivní elementy dochází pak ke 

spuštění exprese těchto genů, což v důsledku vede k produkci proteinů a následným 

účinkům v organismu. V těchto in vitro testech jsou však hormon responzivní elementy 

spojené s genem pro luciferázu, takže po nasednutí komplexu receptor-ligand dojde ke 

spuštění exprese genu pro luciferázu a následně k produkci enzymu luciferázy. Enzym 

luciferáza po přidání substrátu (D-luciferinu) produkuje luminiscenci, jejíž intenzita je 

měřena luminometrem. Kvantifikovaná luminiscence je ekvivalentní hormonální aktivitě 

ve zkoumaném vzorku (Schriks a kol., 2009). 

2.3.2 (Anti-)TR-CALUX 

(Anti-)TR-CALUX jsou biotesty s TR-CALUX buňkami, které detekují aktivaci 

nebo blokaci receptoru štítné žlázy, tzn. mohou být použité v agonistickém (TR-

CALUX biotest) či antagonistickém módu (anti-TR-CALUX). Rakovinné buňky U2-

OS byly transfekovány plazmidem nesoucím TR a také plazmidem s thyroidními 

responzivními elementy a genem kódujícím luciferázu (Collet a kol., 2019). Dále test 

probíhá stejným způsobem, jak je popsáno v kapitole výše (2.3.1). V těchto in vitro 

biotestech se používají referenční látky, které odpovídají daným aktivitám. Pro tyto testy 

byl použit trijodthyronin a deoxynivalenol (popsáno níže). 

Trijodthyronin (Obr. č. 3) se používá jako referenční látka pro testování thyroidní 

aktivity. Trijodthyronin je přírodní hormon produkovaný štítnou žlázou. Bližší 

charakteristika v kapitole výše (2.1.1). 

Obr. č. 3 Strukturní vzorec trijodthyroninu (od: www.sigmaaldrich.com) 
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Deoxynivalenol (Obr. č. 4) je antagonista izoformy beta thyroidního receptoru 

(Demaegdt a kol., 2016) a používá se jako referenční látka pro testování anti-thyroidní 

aktivity (Collet a kol., 2019). Deoxynivalenol je jedním z vysoce toxických mykotoxinů, 

který je produkován některými druhy plísní rodu Fusarium, které často napadají 

obiloviny. Riziko působení na člověka je buď přímo prostřednictvím potravin rostlinného 

původu (obiloviny a produkty z nich připravené) nebo nepřímo konzumací potravin 

živočišného původu (ledviny, mléko, vejce, játra). Deoxynivalenol má negativní vliv na 

zdraví zvířat a lidí. Mezi klinické příznaky otravy deoxynivalenolem paří nevolnost, 

zvracení, bolesti břicha a hlavy, závratě a horečka. (Sobrova a kol., 2010). 

Deoxynivalenol je tepelně stabilní, čímž může při výskytu v potravinách způsobovat 

riziko pro zvířata i pro člověka, protože se nedá odstranit tepelnou úpravou (Hughes a 

kol., 1999). 

 

 

2.4 Pasivní vzorkování 

Pasivní vzorkování je metoda pro odběr vzorků, které se následně používají pro 

chemické analýzy. Metoda je to poměrně jednoduchá a levná z důvodu toho, že odběr 

vzorků ze vzorkovačů probíhá nepřetržitě bez potřeby jakéhokoliv zdroje energie na 

rozdíl od jiných metod vzorkování (odběr sedimentů, vodních organismů, a jiné). Používá 

se například pro monitoring kontaminantů vyskytujících se ve vodním prostředí (Grabic 

a kol., 2015; Vrana a kol., 2005). 

Existuje velké množství různých typů pasivních vzorkovačů. Konstrukce vzorkovačů 

je spojená s fyzikálně-chemickými charakteristikami monitorovaných látek. Pro 

Obr. č. 4 Strukturní vzorec deoxynivalenolu (od: www.sigmaaldrich.com) 
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vzorkování nepolárních látek se používají rozdělovací vzorkovače, jejichž základem jsou 

hydrofobní polymerní materiály s vysokou afinitou k nepolárním látkám. Pro vzorkování 

polárních látek se používají adsorpční pasivní vzorkovače, pro které je základem, že 

obsahují adsorbenty, které jsou běžně používané při extrakci na pevné fázi používané při 

stanovení hydrofilních látek obsažených ve vodě (Alvarez a kol., 2007). Mezi společné 

konstrukční charakteristiky patří: bariéra mezi vzorkovaným médiem a přijímací fází 

(Vrana a kol., 2005). Pasivní vzorkovače se dají rozdělit na: integrační vzorkovač 

polárních organických látek (POCIS), semipermeabilní membránové zařízení (SPMD) a 

zařízení založené na difúzním gradientu v tenkém filtru (DGT) (Alvarez a kol., 2004).  

2.4.1 POCIS (z angl. polar organic chemical integrative sampler) 

Jedná se o pasivní zařízení pro odběr vzorků in situ polární organický chemický 

integrativní vzorkovač (POCIS). Je to zařízení, které se skládá ze sorbentu, který je 

uzavřený v mikroporézní membráně pro integraci vzorkování polárních organických 

látek vyvinuté Alvarezem a kol. (2004). POCIS vzorkovače vzorkují zejména polární 

organické látky, tzn. látky, které jsou dobře rozpustné ve vodě. Jedná se například o 

pesticidy, léčiva, drogy a jejich metabolity. 

Vzorkovač je složený ze dvou membrán, které jsou vyrobené z polyethersulfonového 

materiálu. Mezi membránami se nachází adsorpční materiál neboli sorbent, který je 

různého charakteru podle cílených látek (Fedorova a kol., 2014). POCIS vzorkovače jsou 

rozděleny na dva typy. Prvním typem jsou pesticidní POCISy a vzorkují se jimi pesticidy. 

Tyto vzorkovače mají třífázový sorbent. Druhým typem jsou farmaceutické POCISy 

jimiž se vzorkují léčiva. Tyto POCIS vzorkovače se vyznačují použitím sorbentu Oasis 

HLB – polymer s hydrofilně-lipofilní rovnováhou (Kočí a Grabic, 2008). 
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3 Materiál a metodika  

3.1 Chemikálie  

Byly použity následující chemikálie: lýzní směs (roztok rozvolňující buněčné 

membrány, díky němuž může být luminiscence vyzařována ven z buněk s větší 

intenzitou), referenční látka pro anti-thyroidní aktivitu – mykotoxin deoxynivalenol, 

illuminate mix (roztok mající v sobě D-luciferin, který se přidává do buněk za účelem, 

aby vyzařovaly luminiscenci) (vše od BioDetection Systems b. v., Amsterdam, 

Nizozemí), dimethylsulfoxid (DMSO), referenční látka pro thyroidní aktivitu – přírodní 

hormon trijodthyronin, penicilin-streptomycin, Dulbeccovo fosfátový pufrovaný 

fyziologický roztok (PBS), kyselina octová (99,99%) (vše od Sigma-Aldrich), 

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (DMEM), Dulbeccovo modifikované 

Eaglovo médium obsahující fenolovou červeň (DMEM – používané jako růstové 

médium), trypsin, směs neesenciálních aminokyselin (vše od Life - Technologies), fetální 

bovinní sérum (od Biosera). 

3.2 Odběr vzorků 

3.2.1 Odběr vzorků Česká republika 

Pro odběr vzorků v povrchových vodách byly použity pasivní vzorkovače typu 

POCIS (z ang. Polar organic chemical integrative samplers) pro léčiva. Odběr vzorků byl 

proveden v roce 2017 pracovníky Laboratoře environmentální chemie a biochemie 

Fakulty rybářství a ochrany vod Jihočeské univerzity v Českých Budějovicích. Tyto 

vzorkovače byly umístěny v hloubce od 0,3 do 0,5 metru v povrchových vodách v České 

republice. Pro sledování bylo vybráno 21 lokalit v 17-ti řekách (Obr. č. 5). Sledované 

lokality byly vybrány tak, že se jednalo o všechny tzv. uzávěrové profily (neboli konce 

povodí) v České republice a další důležitá odběrová místa na řece Labi. Pro všechny 

lokality byly vyhledány možné zdroje znečištění (viz Tab. č. 1). 

Pasivní vzorkovače byly v povrchových vodách umístěny po dobu 21 dní a vzorky 

byly poté uskladněny při stálé teplotě, která činila –20 °C do doby extrakce a následných 

analýz.  
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Tab. č. 1 Seznam lokalit s možnými zdroji znečištění (Zdroj: www.mapy.cz; Fedorova a kol., 

2014) 

Lokalita Možné zdroje znečištění 

Otava – Topělec ČOV Písek; odpadní vody z jaderné elektrárny Temelín 

Lužnice – Bechyně ČOV Bechyně; malé zdroje komunálního znečištění 

Sázava – Nespeky Malé zdroje komunálního znečištění 

Berounka – Srbsko ČOV Beroun; malé zdroje komunálního znečištění 

Vltava – Zelčín město Praha; malé zdroje komunálního znečištění 

Ohře – Terezín Malé zdroje komunálního znečištění 

Labe – Vestřev 
Malé zdroje komunálního znečištění; KRPA PAPER – výroba 

nepromastitelných, silikonovaných a bariérových papírů 

Labe – Valy 

Chemický závod Synthesia Pardubice; ČOV Pardubice; 

Paramo – producent asfaltérských výrobků a mazacích a 

procesních olejů 

Labe – Lysá nad Labem 
ČOV Přerov nad Labem; ČOV Lysá nad Labem; chemická 

výroba; olejová rafinérie 

Labe – Obříství 
ČOV Mělník; ČOV Obříství; SPOLANA s.r.o. – výroba PVC; 

Czechiachem s.r.o – výroba farmaceutických látek 

Obr. č. X Mapa lokalit v České republice 

Obr. č. 5 Mapa lokalit pro Českou republiku. (Zdroj: www.mapy.cz, upraveno v programu 

malování) 
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Tab. č. 1 – pokračování: Seznam lokalit s možnými zdroji znečištění (Zdroj: www.mapy.cz; 

Fedorova a kol., 2014) 

Lokalita Možné zdroje znečištění 

Labe – Schmilka 
ČOV Děčín; ČOV Hřensko; ZINKPOWER Promptus s.r.o. – 

žárové zinkování, práškové lakování 

Bílina – Ústí nad Labem 

SPOLCHEMIE – chemická a hutní výroba; Chempark Záluží 

– Unipetrol RPA; odpadní vody z povrchové těžby hnědého 

uhlí; malé zdroje komunálního znečištění 

Lužická Nisa – Hrádek 

nad Nisou 

ČOV Hrádek nad Nisou; Severochema – výroba podpalovačů, 

čistících prostředků a ředidel 

Jizera – Předměřice ČOV Benátky nad Jizerou; ČOV Předměřice nad Jizerou 

Svratka – Židlochovice ČOV Židlochovice; malé zdroje komunálního znečištění 

Odra – Bohumín 
ČOV Ostrava; BorsodChem – výroba produktů organické 

chemie; odpadní vody z těžby černého uhlí 

Opava – Děhylov 
ČOV Hlučín; Moravskoslezské cukrovary – odštěpný závod 

Opava 

Bečva – Troubky 
ČOV Přerov; PRECHEZA a.s. – titanová běloba, železité 

pigmenty, kyselina sírová a sádrovec (síran vápenatý) 

Morava – Lanžhot ČOV Lanžhot; tepelná elektrárna Hodonín 

Dyje – Pohansko 
ČOV Břeclav; FOSA a.s. – výroba detergentů, kyseliny 

fosforečné a fosforečnanů 

Jihlava – Ivančice ČOV Ivančice; malé zdroje komunálního znečištění 

Zkratky: ČOV – čistírna odpadních vod 

 

3.2.2 Odběr vzorků z povrchových vod ve státě Texas (USA) 

Pro odběr vzorků z Texasu byly použity taktéž pasivní vzorkovače typu POCIS pro 

léčiva. Vzorkovače byly umístěny na čtyřech řekách: Sims Bayou, Dickenson Bayou, 

Greens Bayou a White Oak Bayou. Vzorkovače byly v řekách umístěny po dobu 11-ti 

dní. Odběr probíhal od 16.3.2018 do 27.3.2018.  
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V oblasti, ve které se řeky nacházejí došlo v době odběrů k povodním. Řeky Sims 

Bayou a Diskenson Bayou nebyly tolik postihnuty záplavami. Řeka Greens Bayou byla 

silně zasažena záplavami. Řeka White Oak Bayou byla silně zasažena povodněmi a bylo 

na ní přiváděno větší množství odpadní vody z odlehčení kanalizace. Odběrová místa 

byla po proudu od čistíren odpadních vod. Všechny testované řeky se nacházejí nedaleko 

nejlidnatějšího města Houstonu v Texasu, a tudíž je i toto velké město největším zdrojem 

znečištění. Dochází zde k průmyslovému znečištění z kovovýroby a chemické výroby. 

Dalším zdrojem znečištění je energetický průmysl (těžba ropy a zemního plynu). 

V období dešťů jsou do vodních toků vyplavovány chemikálie z ulic z celého města, 

protože jsou ve městě vybudovány odlehčení kanalizací, tak se splachy vyplavují přímo 

do toků (Houston Industries dostupné online). Pro odběr vzorků byly na každé řece 

vybrány tři lokality (viz Obr. č. 6). 

Obr. č. 6 Mapa lokalit USA Texas (zdroj: Google maps, upraveno v malování) barevné odlišení: 

fialová – Dickenson Bayou, vínová – Sims Bayou, tmavě zelená – Greens Bayou, modrá – White 

Oak Bayou 
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3.3 Extrakce odebraných vzorků 

Extrakce byla použita podle vzoru Fedorova a kol., 2014 a Alvarez a kol., 2004. 

Vzorky z POCIS vzorkovačů byly rozděleny a sorbent byl přenesen do gravitačních 

chromatografických kolon, které byly ucpané skleněnou vatou. Směs dichlormethanu, 

methanolu a toluenu byla použita pro izolaci při které došlo k oddělení analytu ze 

sorbentu. Extrakty byly rotačním odpařováním zkoncentrovány na přibližně 1 ml. Vzorek 

byl uchován při -20 °C až do doby analýz. 

3.4 Pasážování (subkultivace) buněčných kultur 

Procesem nazývaným kultivace buněk se rozumí množení buněčné kultury. V této 

práci bylo použito médium obohacené o fenolovou červeň. Buňky byly pravidelně 

kontrolovány pod mikroskopem. Byl sledován jejich růst, vzhled a procentuální pokrytí 

dna kultivační lahve buňkami. Kontrola se provádí pod mikroskopem (Olympus), čímž 

se vyloučí i potenciální kontaminace kultury. 

Buňky potřebují více prostoru k růstu. Je nutné odstranit mrtvé buňky a ty živé 

přisedlé ke dnu kultivační lahve přenést, jakmile dosáhnou pokrytí 70-80 % dna 

kultivační lahve také do dalších kultivačních lahví a do čerstvého růstového média. Tento 

proces se nazývá pasážování. Pasážování probíhalo dvakrát týdně a bylo vždy prováděno 

ve sterilních podmínkách v laminárním kabinetu (flowboxu) (Obr. č. 7), jehož povrch byl 

pravidelně ošetřován 70%ním roztokem ethanolu a jednou týdně byl laminární kabinet 

vysvěcován vnitřní UV lampou. 
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Pasážování bylo prováděno podle protokolu BioDetection Systems b.v.  (Nizozemí). 

Po pasážování jsou buňky v kultivačních lahvích inkubovány v CO2 inkubátoru při stálé 

teplotě, která činí 37 °C, s atmosférou 5 % CO2 a se 100%ní vlhkostí (Sonneveld a kol., 

2005). 

Postup pasážování: 

1) Z kultivační lahve bylo odstraněno všechno růstové médium (s indikátorem pH – 

fenolovou červení), cca 10 ml. 

2) Buňky byly opláchnuty 2  5 ml PBS. 

3) Pro rozvolnění peptidové vazby mezi buňkami a jejich uvolnění ode dna 

kultivační lahve bylo použito 2-3 ml trypsinu, který byl po přibližně 25 sec 

odstraněn. 

4) Uzavřená láhev byla umístěna dnem vzhůru do inkubátoru po dobu 1-3 min. Po 

uplynutí této doby bylo zkontrolováno, zda se buňky uvolňují ode dna a oddělují 

od sebe. 

Obr. č. 7 Laminární kabinet (flowbox) (foto: Tereza Směšná) 
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5) Následně byly buňky spláchnuty 10 ml čerstvého růstového média. Tato buněčná 

suspenze byla zhomogenizována pipetováním. 

6) Buněčná suspenze byla rozdělena do nových lahví a doplněna na objem 10 ml a 

navrácena do inkubátoru. 

3.5 In vitro testy 

3.5.1 (Anti-)TR-CALUX in vitro biotesty 

Za pomoci in vitro reportérových testů je možno změřit celkovou specifickou 

biologickou aktivitu všech látek, které jsou přítomné ve vzorku. 

Pro detekci thyroidních a anti-thyroidních aktivit u extrahovaných vzorků 

z pasivních vzorkovačů typu POCIS byly použity in vitro biotesty TR-CALUX a anti-

TR-CALUX.  

CALUX je typ in vitro biotestů založených na expresi reportérového genu. Pro 

testování byly použity U2-OS buňky, což jsou rakovinotvorné buňky. Do těchto buněk 

byly vneseny dva plazmidy. První plazmid byl pro luciferázu a thyroidní responzivní 

elementy a druhý byl pro thyroidní receptor v izoformě beta. Tyto testy jsou používané 

pro jejich vysokou citlivost (tzn., že jsou schopné detekovat aktivity již v nízkých 

koncentracích) a pro jejich selektivitu (tzn., že mají schopnost selektivně odpovídat na 

ligandy receptoru, který byl vložen do buněk). 

Biotesty trvají 3 dny. První den byly TR-CALUX buňky nasazeny na mikrotitrační 

destičku s 96 jamkami. Po 24 hodinách inkubace byly buňky exponovány po dobu 24 

hodin kalibrační řadě referenční látky (trijodthyronin pro thyroidní aktivitu nebo 

deoxynivalenol pro anti-thyroidní aktivitu) a extraktům z pasivních vzorkovačů 

z povrchových vod v sérii ředění (Obr. č. 8). Následně byla provedena detekce 

luminiscence. Před začátkem detekce luminiscence byly buňkám rozvolněny buněčné 

membrány za pomoci lyzního mixu. Luminiscence byla měřena spektrofotometrem 

s luminiscenčním modulem. Do každé jamky na 96-jamkové destičce byl injikován 

illuminate mix. 
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3.6 Nasazování buněk na 96-jamkovou mikrotitrační destičku 

K nasazování buněk na mikrotitrační destičku bylo přistoupeno ve chvíli, kdy buňky 

pokrývaly dno kultivační lahve z 90-100 %.  

Postup pro nasazování buněk na 96-jamkovou mikrotitrační destičku (1. den in vitro 

testu): 

1) Z kultivační láhve bylo odsáto všechno růstové médium.  

2) Buňky byla opláchnuty 2  5 ml PBS.  

3) Pro rozvolnění peptidové vazby mezi buňkami bylo použito 2-3 ml trypsinu, který 

byl po přibližně 25 sec odsát. 

4) Uzavřená kultivační lahev byla dnem vzhůru vložena do inkubátoru na 1-3 min. 

Po uplynutí doby bylo zkontrolováno, zda se buňky pouštějí dna a oddělují od 

sebe. 

5) Buňky byly spláchnuty 10 ml testového média bez fenolové červeně. 

Obr. č. 8 Exponování buněk kalibrační řadě referenčních látek a extraktům (foto: Tereza 

Směšná) 
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6) Buněčná suspenze byla následně zhomogenizována pipetováním a bylo přidáno 

10 ml média.  

7) Poté byla spočítána hustota buněk v Bürkerově komůrce. 

8) Podle hustoty buněk byla část buněčné suspenze naředěna s testovacím médiem a 

tato směs pak byla použita k nasazování buněk na destičku a vždy obsahovala 

takový počet buněk, aby se dosáhlo v jamkách na destičce hustoty 10 000 buněk 

na jamku. 

9) Do krajních jamek 96-jamkové destičky bylo přidáno 200 μl PBS, aby se ve 

vnitřních jamkách destičky vytvořilo stejné teplotní prostředí a do ostatních 

(středových) jamek bylo přidáno po 100 μl buněčné suspenze. Následně byly 

destičky vloženy do inkubátoru na 24 hodin. 

 

3.7 Měření (anti-)thyroidních aktivit 

1. Z připraveného neředěného extraktu z pasivních vzorkovačů POCIS z 

povrchových vod byla pro každou lokalitu připravena ředící řada v DMSO. Ředilo 

se lineárně 16 , 8 , 4 , 2 , 1 . 

2. Na mikrotitrační destičku s 24 jamkami byl napipetován 1 ml média do každé 

jamky a následně byl do tohoto objemu napipetován 1 μl následujících 

chemikálií/extraktů po sobě jdoucích: DMSO (jako rozpouštědlová kontrola), 

kalibrační řada pro thyroidní aktivitu trijodthyronin a pro anti-thyroidní aktivitu 

deoxynivalenol (pro thyroidní aktivitu bylo použito 9 kalibračních bodů a pro 

anti-thyroidní aktivitu 8 kalibračních bodů) poté testované extrakty povrchových 

vod v 5-ti ředících bodech (Obr. č. 9 a Obr. č. 10). 
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3. Tato 24 jamková destička byla na 10 minut vložena do třepačky na 300 otáček za 

minutu. 

4. Po uplynutí třepací doby bylo z 96-jamkové destičky v laminárním kabinetu 

odebráno 100 μl. Do každé jamky bylo přidáno 200 μl z 24 jamkové dávkovací 

destičky. Najednou bylo vždy přemisťováno médium maximálně z jamek ve třech 

řadách a třech sloupcích náležícím těmto řadám (Obr. č. 11 pro thyroidní aktivitu 

a Obr. č. 12 pro antithyroidní aktivitu). 

 

 

Obr. č. 9 Schéma přípravy ředících roztoků v dávkovací 24-jamkové mikrotitrační destičce pro 

testování thyroidní aktivity 

Obr. č. 10 Schéma přípravy ředících roztoků v dávkovací 24-jamkové mikrotitrační destičce pro 

testování anti-thyroidní aktivity 
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5. Po uplynutí inkubační doby (24 hodin) bylo z každé jamky odebráno 200 μl a 

přidáno 30 μl lýzní směsi. Následně byla změřena intenzita luminiscence 

spektrofotometrem s luminiscenčním modulem (M200 Infinite PRO, Tecan, 

Švýcarsko) (Obr. č. 13). 

  

Obr. č. 12 Schéma nasazení 96-jamkové mikrotitrační destičky pro testování anti-thyroidní 

aktivity 

Obr. č. 11 Schéma nasazení 96-jamkové mikrotitrační destičky pro testování thyroidní aktivity 
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3.8 Testování cytotoxicity 

Každý pracovní den byl pracovníky Laboratoře vodní toxikologie a ichtyopatologie 

pod mikroskopem (Olympus) kontrolován vzhled buněčných kultur, jejich hustota a zda 

se u nich neprojevují známky snížení jejich životnosti a kontaminace. Pro vyloučení 

cytotoxických účinků u testovaných vzorků a pro přesnější stanovení životnosti buněk 

byl použit test redukce resazurinu podle O’Brien a kol., 2000. 

Během tohoto testu dochází k přeměně modrého fluorescenčního barviva resazurinu 

za pomoci metabolicky aktivních buněk na růžový produkt resorufin. Po uplynutí doby 

expozice resazurinu, která činí 3 hodiny, byla detekována intenzita fluorescence, která 

byla měřena spektrofotometrem (M200 Infinite PRO, Tecan, Švýcarsko). 

Postup testování životnosti buněk: 

1. Na destičku s 96-ti jamkami byla nasazena buněčná suspenze, která byla obsažena 

v testovacím médiu (hustota buněk v médiu je 10 000 buněk na jamku) do každé 

jamky bylo přidáno po 100 μl této buněčné suspenze. Následně byla destička 

vložena do inkubátoru, kde byly buňky inkubovány po dobu 24 hodin. 

Obr. č. 13 Spektrofotometr s luminiscenčním modulem (M200 Infinite PRO, Tecan, Švýcarsko) 

(foto: Tereza Směšná) 
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2. Do 16-ti jamek v 24-jamkové destičce byl napipetován 1 ml testového média a do 

něj 1 μl po sobě jdoucích látek: rozpouštědlová kontrola (médium + DMSO) a 

extrakty testovaných vzorků ze tří lokalit v ředění 16 , 8 , 4 , 2 , 1  (Obr. č. 

14). Vložilo se na 10 minut do třepačky na 300 otáček za minutu. 

 

 

3. Z 96-jamkové destičky, která byla inkubována po dobu 24 hodin v inkubátoru 

bylo odebráno všechno testovací médium. Následně bylo do těchto jamek 

napipetováno 200 μl testovacího média s rozpouštědlovou kontrolou a s extrakty 

z 24-jamkové destičky ve třech opakováních (triplikáty) (Obr. č. 15). Destičky 

byly poté inkubovány po dobu 24 hodin. 

Obr. č. 14 Schéma přípravy ředících roztoků v dávkovací 24-jamkové mikrotitrační destičce pro 

testování životnosti buněk 

 

Obr. č. 15 Schéma nasazení 96-jamkové destičky pro testování životnosti buněk 
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4. Po uplynutí inkubační doby bylo do každé jamky na 96-jamkové destičce přidáno 

po 10 μl resazurinu. Tomuto barvivu byly buňky vystaveny po dobu 3 hodin v 

inkubátoru (podle doporučení od výrobce Sigma-Aldrich). Po uplynutí doby 

působení byla změřena intenzita fluorescence barviva. Výsledky testu životnosti 

buněk byly automaticky převáděny ze spektrofotometru (M200 Infinite PRO, 

Tecan, Švýcarsko) do programu Excel (Microsoft) jakožto relativní fluorescenční 

jednotky. 

 

3.9 Analýza dat 

3.9.1 Vyhodnocování dat pro detekci hormonální aktivity 

Intenzita luminiscence u testovaných vzorků je vyjadřována v relativních světelných 

jednotkách (RLU). Pro výpočet (anti-)thyroidní aktivity byla od RLU u testovaných 

vzorků povrchových vod odečtena hodnota RLU, která byla zjištěna u rozpouštědlové 

kontroly s 0,1% DMSO.  

Maximální signál referenční látky byl pro agonismus určen jako 100%ní indukce. 

Pro stanovení meze kvantifikace byly použity takzvané fixní limity kvantifikace, které 

jsou vypočteny z výsledků odpovědi referenční látky ve velkém počtu měření (cca 100 

nezávislých experimentů; provedeno poskytovatelem licence BioDetection Systems b.v., 

Nizozemí). Při vyhodnocování biologické aktivity vzorků v in vitro testech typu CALUX 

se vzorek považuje za hormonálně aktivní, pokus jeho dva ředící body (testované 

koncentrace) vyvolají odpověď rovnou nebo vyšší než 10%ní indukce v agonismu a nižší 

než 80%ní indukce v antagonismu. Takovéto koncentrace referenčních látek 

z dlouhodobého sledování byly použity jakožto fixní limity kvantifikace. Výsledné 

hodnoty limitů kvantifikace byly 65 ng  l-1 ekvivalentů trijodthyroninu pro agonistickou 

aktivitu a 46 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu pro antagonistickou aktivitu. 

RLU zjištěné u testovaných extraktů byly převedeny na relativní indukci (RI), která 

se udává jako procentuální odpověď. U referenčních látek byly jednotlivé body proloženy 

křivkou dávka-odpověď za pomoci nelineárního regresního modelu se čtyřmi parametry 

(EC50 nebo IC50, sklon křivky, maximální a minimální indukce trijodthyroninu a 

deoxynivalenolu). Tuto křivku bylo nutno posoudit dle 4 kritérií, pokud byla kritéria 
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splněna, tak byl test učen jako validní a data byla použita ke kvantifikaci                           

(anti-)thyroidních aktivit v povrchových vodách v programu Excel (Microsoft). 

Kritéria byla nastavena poskytovatelem licence (BioDetection Systems b.v.) na 

základě dlouhodobého sledování referenčních látek (více než 100 měření).  

Jsou to následující kritéria: 

1. EC50 a IC50 referenčních látek (trijodthyronin nebo deoxynivalenol), která 

byla naměřena v daném experimentu se pohybovala v rozmezí hodnot, ve 

kterých se nacházela EC50 a IC50 těchto referenčních látek během více než 

100 měření.  

2. R2  > 0,98 

3. Z-faktor > 0,6 

4. Minimální indukční faktor > 2,0 pro anti-thyroidní aktivitu a > 5,0 pro 

thyroidní aktivitu. 

Podle studie Grabic a Vrana (v tisku) byla použita vzorkovací rychlost 0,1 l za 24 

hodin, která byla použita pro výpočet ekvivalentní koncentrace sledovaných aktivit 

v extraktech z pasivních vzorkovačů POCIS. Při expozici pasivních vzorkovačů po dobu 

21 dnů bylo odhadnuto, že celkový navzorkovaný objem byl 2,1 litru. 

Data byla následně statisticky porovnána v programu STATISTICA za pomocí 

neparametrického Kruskal-Wallisovo testu. 

 

3.9.2 Vyhodnocení výsledků testu cytotoxicity 

Data byla vyhodnocena pomocí jednofaktorové analýzy variace, která se používá pro 

zjištění statisticky signifikantních odlišností mezi skupinami (na hladině α = 0,05).  

Následně byl proveden Dunnettův post-hoc test za účelem zjištění rozdílu mezi 

intenzitou fluorescence u buněk vystavených rozpouštědlové kontrole a buněk 

vystavených extraktům.  

V případě, že byla intenzita fluorescence v extraktech, kterým byly buňky vystaveny 

statisticky signifikantně odlišná (p<0,05) od intenzity, která byla naměřena u 

rozpouštědlové kontroly, tak v tomto případě byly tyto extrakty z povrchových vod 

označeny za cytotoxické, kvůli snížení životaschopnosti buněk. Tyto cytotoxické extrakty 

nebyly použity pro vyhodnocování analýzy (anti-)thyroidních aktivit. 
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4 Výsledky 

4.1 In vitro CALUX biotesty 

Nejprve byla vynesena sigmoidní křivka referenčních látek (trijodthyronin a 

deoxynivalenol) pro jednotlivé aktivity (Obr. č.16 pro trijodthyronin a Obr. č. 17 pro 

deoxynivalenol). Pokud byla splněna všechna kritéria validity testu (uvedená v kapitole 

3.8.1) byla data použita ke kvantifikaci thyroidních a anti-thyroidních aktivit.   

Průměrná hodnota EC50 trijodthyroninu, která byla naměřena ve více než 20-ti 

analýzách, byla EC50 643,5 ng  l-1 (EC50 v molární koncentraci byla 988,5 pM a molární 

hmotnost trijodthyroninu je 650,97 g  mol-1). Pro referenční látku pro anti-thyroidní 

aktivitu deoxynivalenol byla vypočtena průměrná hodnota IC50, která byla naměřena ve 

více než 30-ti měřeních, v hodnotě 184,6 μg  l-1 (IC50 v molární koncentraci byla 622,9 

nM a molární hmotnost deoxynivalenolu je 296,31 g  mol-1). 

 

 

 

Obr. č. 16 Sigmoidní křivka referenční látky trijodthyronin 
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4.1.1 (Anti-)thyroidní aktivita v České republice 

Thyroidní aktivita byla na všech 21 lokalitách pod limitem kvantifikace (<65 ng  l-

1 ekvivalentů trijodthyroninu). Anti-thyroidní aktivita byla detekována v 38 % vzorků 

z pasivních vzorkovačů. Anti-thyroidní aktivita se pohybovala v rozmezí hodnot 89 

(Labe – Valy) – 310 (Bílina – Ústí nad Labem) μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu. 

Anti-thyroidní aktivita byla nalezena také na řece Otavě na odběrovém místě Topělec 

(116 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu), na řece Lužická Nisa na odběrovém místě 

Hrádek nad Nisou (185 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu), na řece Sázavě na 

odběrovém místě Nespeky (198 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu), na řece Opavě 

v Děhylově (207 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu), na řece Svratce na odběrovém 

místě Židlochovice (228 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu) a na řece Odře 

v Bohumíně (283 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu).  

Na zbylých 13 lokalitách (Ohře – Terezín, Bečva – Troubky, Vltava – Zelčín, 

Lužnice – Bechyně, Jihlava – Ivančice, Morava – Lanžhot, Dyje – Pohansko, Jizera – 

Předměřice, Labe – Obříství, Labe – Vestřev, Labe – Lysá nad Labem, Labe – Schmilka, 

Obr. č. 17 Sigmoidní křivka referenční látky deoxynivalenol 
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Berounka – Srbsko) byla anti-thyroidní aktivita pod limitem kvantifikace (<46 μg  l-1 

ekvivalentů deoxynivalenolu). 

Pro každou lokalitu byla provedena nejméně tři měření. Pokud se u některé z lokalit 

nevyskytla (anti-)thyroidní aktivita, tak už další měření nebyla provedena. Ze zjištěných 

hodnot (anti-)thyroidních aktivit z nezávislých experimentů byly vypočteny průměry. 

Výsledky byly statisticky porovnány a vyneseny do grafu (Graf č. 1).
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Graf č. 1 Výsledky anti-thyroidních aktivit v České republice. Data jsou prezentována jako průměr  směrodatná odchylka. Různá písmena (a, b, c, d) 

indikují statisticky významné rozdíly mezi lokalitami (p<0,05). 
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4.1.2 (Anti-)thyroidní aktivita v povrchových vodách státu Texas 

(USA) 

Pro porovnání (anti-)thyroidních aktivit byly k dispozici vzorky povrchové vody 

z USA z Texasu. Vzorky byly odebrány z řek: Dickenson Bayou, Sims Bayou, Greens 

Bayou a White Oak Bayou.  

Thyroidní i anti-thyroidní aktivita byla u všech lokalit pod limitem kvantifikace. Pro 

thyroidní aktivitu byla hodnota meze kvantifikace 65 ng  l-1 ekvivalentů trijodthyroninu. 

Pro anti-thyroidní aktivitu byla hodnota meze kvantifikace 46 μg  l-1 ekvivalentů 

deoxynivalenolu. 

4.2 In vitro test redukce resazurinu 

Vyhodnocení testu redukce resazurinu bylo popsáno výše v kapitole 3.9.2. Test 

redukce resazurinu byl proveden v agonismu i antagonismu pro lokality v České 

republice a Texasu.  

4.2.1 Česká republika 

U žádné z 21 lokalit z České republiky nebyla prokázána statisticky významně           

(α = 0,05) snížená životaschopnost buněk způsobená testovanými extrakty. Níže je 

uveden příklad vyhodnocení testu redukce resazurinu (graf č. 2 pro agonismus a graf č. 3 

pro antagonismus). 
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Graf č. 2 Viabilita buněk exponovaných extraktům pro thyroidní aktivitu – Česká republika. 

Nebyly zjištěny žádné statisticky významné rozdíly mezi testovanými skupinami. 

Graf č. 3 Viabilita buněk exponovaných extraktům pro anti-thyroidní aktivitu – Česká 

republika. Nebyly zjištěny žádné statisticky významné rozdíly mezi testovanými skupinami. 
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4.2.2 Texas 

Pro testování případného snížení životaschopnosti buněk exponovaných extraktům 

ze 12-ti lokalit ze čtyř řek v Texasu byl použit stejný test jako pro testování extraktů 

z České republiky. Na žádné lokalitě nebyla prokázána snížená životaschopnost. Níže je 

uveden příklad vyhodnocení testu redukce resazurinu pro Texas (graf č. 4 pro agonismus 

a graf č. 5 pro antagonismus). 

 

 

Graf č. 4 Viabilita buněk exponovaných extraktům pro thyroidní aktivitu – Texas. Nebyly 

zjištěny žádné statisticky významné rozdíly mezi testovanými skupinami.   
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Graf č. 5 Viabilita buněk exponovaných extraktům pro anti-thyroidní aktivitu – Texas. Nebyly 

zjištěny žádné statisticky významné rozdíly mezi testovanými skupinami. 
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5 Diskuze  

 

Doposud nebyly publikovány žádné výsledky o výskytu (anti-)thyroidní aktivity ve 

vodním prostředí České republiky. V jiných zemích bylo zveřejněno velmi málo výsledků 

o výskytu (anti-)thyroidní aktivity ve vodním prostředí. Studie zabývající se testováním 

výskytu thyroidní aktivity probíhaly například v Číně (Li a kol., 2010a, 2011; Shi a kol., 

2011,2012), Austrálii (Leusch a kol., 2014), Nizozemí (Gutleb a kol., 2005; Schriks a 

kol., 2009) a Francii (Jugan a kol., 2009). Testování anti-thyroidní aktivity ve vodním 

prostředí probíhalo pouze v Číně (Li a kol., 2010a; Shi a kol., 2016; Hu a kol., 2013; Li 

a kol., 2014; Shi a kol., 2011, 2012) a Nizozemí (Gutleb a kol., 2005). 

Důsledkem výskytu thyroidních aktivit ve vodním prostředí mohou být mimo jiné 

přírodní a synteticky vytvořené hormony štítné žlázy. Zdravý člověk vyloučí denně močí 

a stolicí nezanedbatelné množství přírodních hormonů štítné žlázy. Přibližně 5 % 

obyvatel České republiky trpí nějakým typem onemocnění štítné žlázy (Jiskra, 2011) a 

toto onemocnění se léčí převážně synteticky vyráběnými léčivy, které v sobě obsahují 

sodnou sůl levothyroxinu či liothyroninu, která se v těle mění na tyroxin a trijodthyronin. 

Tato léčiva by měla napodobovat přirozenou funkci hormonů štítné žlázy. Zatím byla 

provedena pouze jedna studie ve světě (Svanfelt a kol., 2010) a jedna studie v České 

republice (Pech, 2017), které se zabývaly množstvím vyloučeného syntetického hormonu 

štítné žlázy do odpadních vod a následně do povrchových vod. Ve studii, kterou se 

zabývali Svanfelt a kol. v roce 2010 ve Finsku byl pomocí tandemové hmotnostní 

spektrometrie sledován výskyt hormonů štítné žlázy (tyroxinu, trijodthyroninu, reverzní 

trijodthyroninu, 3,5-dijodthyroninu a 3,3'-dijodthyroninu) v odpadní a povrchové vodě. 

Jediným hormonem, který se ve vodním prostředí podařilo naměřit byl tyroxin. Nejvyšší 

hodnoty tyroxinu se vyskytovaly v přítoku na čistírnu odpadních vod v koncentraci 10,5-

84,9 ng  l-1 a na odtoku z čistírny odpadních vod byla naměřena nejvyšší hodnota 

tyroxinu 22 ng  l-1. V povrchové vodě se naměřit koncentraci tyroxinu nepodařilo. Tato 

studie dále poukázala na problematiku spojenou s léčbou onemocněním štítné žlázy a 

následné léčby pomocí uměle vyrobených medikamentů, neboť během léčby nedochází 

k jejich úplnému metabolickému rozkladu a Svanfelt a kol. (2010) uvádějí, že se přibližně 

66 % odstraní během léčby a zbylá část přechází do vodního prostředí. V České republice 

se Michal Pech v roce 2017 ve své bakalářské práci zabýval predikovanými 

environmentálními koncentracemi hormonů štítné žlázy v povrchové vodě, které byly 
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vypočítány na základě průměrného denního vyloučení syntetických i přirozených 

hormonů štítné žlázy zdravým člověkem do odpadních vod. Další látky s thyroidní 

aktivitou, které by se mohly v povrchových vodách vyskytovat jsou například:                     

2-acetamidofluoren a kyselina all-trans-retinová (Collet a kol., 2019). 

V Nizozemí probíhalo testování thyroidní a anti-thyroidní aktivity v sedimentu z řek 

Dommel, Terneuzen a Hoogeveen za pomoci T-screen in vitro biotestu, který je založený 

na proliferaci buněk stimulovaných trijodthyroninem. V tomto testu byly použity buňky 

krysí hypofýzy (GH3). Z výsledků vyplývá, že extrakty sedimentů z Dommel a 

Terneuzen snížily růst buněk v přítomnosti 0,25 nM trijodthyroninu a v případě vzorků z 

Hoogeveen se zvýšil růst buněk (Gutleb a kol., 2005). 

V této práci byla thyroidní aktivita testována pomocí TR-CALUX in vitro biotestu 

ve vzorcích z 21 lokalit České republiky a ze 4 řek (Sims Bayou, Dickenson Bayou, 

Greens Bayou a White Oak Bayou) ve státě Texas (USA) ze vzorkovačů typu POCIS. 

Thyroidní aktivity nebyly nalezeny na žádné z lokalit. V jiných zemích testování 

thyroidních aktivit pro thyroidní receptor beta probíhalo také pomocí TR-CALUX 

v Austrálii na odtoku z čistírny odpadních vod (Leusch a kol., 2014) a v Nizozemí 

v povrchové vodě v povodí řeky Rýn (Schriks a kol., 2009). Za pomoci dvouhybridního 

kvasinkového testu probíhalo testování thyroidních aktivit v Číně (Li a kol., 2010a, 2011) 

ve vzorcích přítoku a odtoku z čistírny odpadních vod a ve vzorcích vody z řeky Zhujiang 

(Perlová řeka). Ve výše zmíněných studiích nebyla thyroidní aktivita nalezena. Testování 

thyroidní aktivity za pomoci reportérového genu s použitím CV-1 buněk probíhalo v Číně 

podél řeky Jang-c. Thyroidní aktivita se pohybovala v rozmezí hodnot 286-293 ng  l-1 

ekvivalentů trijodthyroninu (Shi a kol., 2011). Dalšími lokalitami v Číně, ve kterých byly 

měřeny thyroidní aktivity tímto testem byly: řeky Yangtze a Huaihe a jezero Taihu. 

Nejvyšší naměřená hodnota thyroidní aktivity byla 291 ng  l-1 ekvivalentů 

trijodthyroninu, tato hodnota byla naměřena v jezeře Taihu (Shi a kol., 2012). Ve Francii 

byla testována thyroidní aktivita pro thyroidní receptor alfa pomocí bioluminiscenčního 

buněčného testu (PC-DR-luc) na přítoku a odtoku čistírny odpadních vod a v povrchové 

vodě. Nejvyšší naměřená hodnota thyroidní aktivity na přítoku čistírny odpadních vody 

byla 5,7 ng  l-1 ekvivalentů trijodthyroninu a na odtoku z čistírny odpadních vod byla 

nejvyšší naměřená hodnota 1,3 ng  l-1 ekvivalentů trijodthyroninu (Jugan a kol., 2009). 

Thyroidní aktivita byla měřena ve vzorcích odpadní a povrchové vody (odebraných 

aktivním vzorkováním – bodovým odběrem). 
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Anti-thyroidní aktivita se v této práci prokázala na 8-mi lokalitách. Z pozitivních 

lokalit jsou 4 lokality (Otava, Sázava, Labe – Valy, Bílina) z povodí Labe, které se 

v Německu vlévá do Severního moře a další 3 lokality (Lužická Nisa, Odra, Opava) 

z povodí Odry, jejíž tok směřuje do Baltského moře a poslední lokalita (Svratka) je 

z povodí Moravy odtékající přes Dunaj do Černého moře. V České republice se anti-

thyroidní aktivity pohybovaly v rozmezí hodnot 89–310 μg  l-1 ekvivalentů 

deoxynivalenolu. Nejvyšší aktivita byla naměřena v řece Bílině (viz. Graf č. 1), o této 

řece je známo, že je velice znečištěná chemickými látkami různého původu, zejména z 

chemického a těžebního průmyslu (Kohušová a kol., 2011). Společným zdrojem 

znečištění byly u všech lokalit čistírny komunálních odpadních vod. Některé lokality 

mohou být znečištěny odpadními vodami z chemických závodů. Týká se to zejména 

lokalit: Labe – Valy, Bílina, Lužická Nisa, Odra, Opava (viz. Tab. č. 1). Průmyslové 

odpadní vody jsou považovány za hlavní zdroj anti-thyroidní aktivity ve vodním prostředí 

(Li a kol., 2008; Li a kol., 2011; Sun a kol., 2008).  Dále byl v této práci sledován výskyt 

anti-thyroidní aktivity ve vzorcích ze 4 řek (Sims Bayou, Dickenson Bayou, Greens 

Bayou a White Oak Bayou) ve státě Texas (USA). Na každé řece byla 3 odběrová místa. 

Na žádné z výše zmíněných řek nebyla nalezena anti-thyroidní aktivita, hodnoty se 

pohybovaly pod limitem kvantifikace. Neprokázání anti-thyroidních aktivit mohlo být 

způsobeno kratší dobou po kterou byly pasivní vzorkovače typu POCIS umístěny na 

odběrových místech. U vzorků ze státu Texas (USA) byly vzorkovače v povrchové vodě 

umístěny 11 dní. To znamená, že v porovnání se vzorkováním v České republice činil 

rozdíl doby expozice 10 dní. 

Pro sledování výskytu anti-thyroidní aktivity ve vodním prostředí se v různých 

studiích používaly různé referenční látky. Jednou z nich byl amiodaron hydrochlorid. 

Amiodaron je přibližně 5 slabší než deoxynivalenol (Collet a kol., 2019), který byl 

použit jako referenční látka v této bakalářské práci. Stanovením anti-thyroidní aktivity 

pro thyroidní receptor beta použitím dvouhybridního kvasinkového testu se zabývaly 

studie prováděné v Číně. Testování probíhalo na přítoku a odtoku z čistíren odpadních 

vod. Ve studii, kterou provedli Li a kol. v roce 2010a byly zjištěny koncentrace ve vodě 

přitékající na čistírnu odpadních vod 170 μg  l-1 ekvivalentů amiodaron hydrochlodidu. 

Na odtoku z čistíren odpadních vod se aktivity pohybovaly pod mezí kvantifikace až po 

46 μg  l-1 ekvivalentů amiodaron hydrochlodidu. Ve studii Li a kol., 2014 zabývající se 
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stanovením anti-thyroidní aktivity v povrchové vodě v nádrži Guanting se aktivity 

pohybovaly v rozmezí 34-309 μg  l-1 ekvivalentů amiodaron hydrochloridu. 

Další látkou používanou jako referenční látka v in vitro testech při sledování                     

anti-thyroidní aktivity ve vodním prostředí je dibutyl ftalát, který je běžným 

environmentálním kontaminantem. Pouze studie Demaegdt a kol. z roku 2016 poskytuje 

data z měření anti-thyroidní aktivity dibutyl ftalátu a deoxynivalenolu ve stejném in vitro 

testu. Tito autoři uvádějí pro    anti-thyroidní aktivitu dibutyl ftalátu hodnotu IC50 150 μM 

a pro deoxynivalenol hodnotu 0,33 μM, což znamená, že dibutyl ftalát je 455 slabší než 

deoxynivalenol. V Číně byla u vodních toků podél řeky Jang-c testována anti-thyroidní 

aktivita za pomoci reportérového genu s použitím CV-1 buněk. Testováno bylo 11 

vodních zdrojů, ze kterých 3 vykazovaly anti-thyroidní aktivitu, která se pohybovala 

v rozmezí hodnot 52-555 μg  l-1 ekvivalentů dibutyl ftalátu (Shi a kol., 2011). Dalšími 

lokalitami v Číně, ve kterých byly zkoumány anti-thyroidní aktivity tímto testem byly 

řeky Yangtze a Huaihe a jezero Taihu. Anti-thyroidní aktivita se vyskytovala v jezeře a 

řekách v rozmezí 28-1600 μg  l-1 ekvivalentů dibutyl ftalátu. (Shi a kol., 2012). Na řece 

Yangtze (zmíněné výše) bylo testováno 11 vzorků také pomocí reportérového genu 

s použitím CV-1 buněk. Anti-thyroidní aktivita byla zjištěna v rozmezí 1600-6000 μg  

l-1 ekvivalentů dibutyl ftalátu. Z výsledků této studie vyplývá, že procentuální frekvence 

pozitivní detekce anti-thyroidní aktivity byla 82 % (Hu a kol., 2013). V roce 2016 

probíhalo testování lokalit z Číny, které jsou zmíněné výše (řeky Huaihe a Yangtze, 

jezero Taihu). Anti-thyroidní aktivity se vyskytovaly v rozmezí hodnot 3,6-76 μg  l-1 

ekvivalentů dibutyl ftalátu, z nichž nejvyšší hodnota byla naměřena na řece Yangtze (Shi 

a kol., 2016). Anti-thyroidní aktivita byla měřena ve vzorcích odpadní a povrchové 

vody (odebraných aktivním vzorkováním – bodovým odběrem).  

V této práci byla prokázána anti-thyroidní aktivita z pasivních vzorkovačů typu 

POCIS na 8-mi lokalitách, ale nebylo zjišťováno jaká látka nebo látky tuto aktivitu ve 

vzorcích z pasivních vzorkovačů způsobují. V dalších analýzách by bylo možné za 

použití kombinace in vitro testů a chemické analýzy zjistit, jaké látky by anti-thyroidní 

aktivitu mohly způsobovat. Mezi látkami zodpovědnými za anti-thyroidní aktivitu ve 

vodním prostředí mohou být látky, u kterých byla anti-thyroidní aktivita již prokázána. 

Těmi jsou například: enviromentální polutanty: bisfenol AF (Šauer a kol., 2021), dibutyl 

ftalát (Shi a kol., 2011), 4-nonylfenol, bisfenol A a amiodaron (Collet a kol., 2019). 

Například amiodaron hydrochlorid způsobil snížení hladiny tyroxinu ve folikulech štítné 
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žlázy v larvách dánia pruhovaného (Danio rerio) po 3denní expozici (Raldúa a Babin, 

2009). Tato sloučenina byla vyhodnocena jako nejrizikovější sloučenina ze 100 léčiv, 

které se vyskytují v odpadní vodě z nemocnic (Escher a kol., 2011). Dalšími anti-

thyroidními látkami jsou tetrabromobisfenol A, tetrachlorobisfenol A (Kitamura a kol., 

2002), které jsou používány v průmyslu a existuje zde možnost, že by se také mohly 

dostávat do vodního prostředí. Mezi další látky, které jsou používané v průmyslu a 

způsobují anti-thyroidní aktivitu patří celá řada ftalátů například: dibutyl ftalát, diizobutyl 

ftalát, diethylhexyl ftalát, dimethyl ftalát, diethyl ftalát a další (Shi a kol., 2016). Ftaláty 

(neboli estery kyseliny ftalové) jsou používané jako změkčovadla plastů, jako přísady do 

insekticidů a kosmetiky (Boas a kol., 2006). U určitých průmyslových látek jako je 

dibutyl ftalát a diethylhexyl ftalát bylo zjištěno, jak velký podíl mají na anti-thyroidní 

aktivitě ve vodním prostředí. Dibutyl ftalát přispíval k anti-thyroidní aktivitě přibližně ze 

17 až 144 % na dvou lokalitách v povrchové vodě v Číně (Shi a kol., 2012), zatímco 

diethylhexyl ftalát k anti-thyroidní aktivitě přispívá z necelého 1 % (Li a kol., 2010b). 

Nicméně, anti-thyroidní aktivita byla v této bakalářské práci nalezena také na určitých 

lokalitách bez předpokládaného výrazného zatížení průmyslovými a komunálními 

odpadními vodami (lokality Otava a Sázava). Existují také látky přírodního původu 

s anti-thyroidní aktivitou, jako jsou mykotoxiny (deoxynivalenol, ochratoxin A, α-

zearalenol a 3-acetyl-deoxynivalenol) (Demaegdt a kol., 2016) a dosud nejsilnější anti-

thyroidní látka T2 toxin (známý také jako fusariotoxin) je také mykotoxinem (Collet a 

kol., 2019). Mykotoxiny bývají často analyzovány například v obilovinách a potravinách 

z nich připravených, ale byly již detekovány i ve vodním prostředí. Například silný 

antagonista thyroidního receptoru deoxynivalenol se vyskytoval v povrchových vodách 

Švýcarska v koncentracích až do 22 ng  l-1 a jako zdroj znečištění byly zjištěny splachy 

ze zemědělsky obdělávané půdy (Bucheli a kol., 2008). Doposud neexistuje žádná studie 

o potenciálu mykotoxinů způsobovat anti-thyroidní aktivity a je potřeba provést další 

výzkum na toto téma.  

Ze zjištěných informací o koncentracích chemických látek a jejich potenciálu 

způsobovat anti-thyroidní aktivitu lze vypočítat, do jaké míry tyto chemické látky v těch 

koncentracích, v nichž jsou přítomny přispívají k celkové anti-thyroidní aktivitě ve 

vzorku. Anti-thyroidní aktivita byla doposud nacházena ve vodním prostředí častěji, než 

thyroidní aktivita (Hu a kol., 2013, Li a kol., 2010a, Shi a kol., 2012), což může být 

způsobeno tím, že je doposud známo jen velmi málo látek vykazujících thyroidní aktivitu 
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(Collet a kol., 2019; Gutleb a kol., 2005). Nicméně, jak thyroidní, tak anti-thyroidní 

aktivita byla doposud analyzována pouze ve vzorcích vody, které byly odebrány aktivním 

vzorkováním (bodový odběr), a tudíž tato bakalářská práce přináší novou informaci, že 

anti-thyroidní aktivita může být ve vodním prostředí detekována i při použití pasivního 

odběru vzorků. 

Existuje systematický přístup tzv. Adverse Outcome Pathways (AOPs) pomocí 

něhož lze popsané molekulární a buněčné události, které jsou potřebné k vyvolání 

toxického účinku látky, identifikovat a dále se zaměřovat na studium dané popsané 

signální dráhy (AOP), které vede k toxickému účinku (Ankley a kol., 2010). 

V současnosti existují AOP pro inhibici tyreoperoxidázy a iodothyronin deiodinázy I, 

když dojde ke změně hladiny thyroidních hormonů, což má za následek poruchu 

naplňování plynového měchýře u Dánia pruhovaného (Danio rerio) (Stinckens a kol., 

2016), ale zatím nebyla popsána žádná AOP pro antagonismus thyroidního receptoru.  

Vzhledem k nedostatečnému probádání problematiky výskytu (anti-)thyroidní 

aktivity ve vodním prostředí, lze jen diskutovat o tom, jak může tato aktivita a látky, které 

jí způsobují ovlivňovat organismy ve vodě. Dalo by se však předpokládat, že                   

anti-thyroidní aktivita bude mít negativní vliv, protože antagonistická aktivita blokuje 

přirozenou hormonální funkci a tím může způsobovat značné riziko pro živočichy vázané 

na vodní prostředí. Anti-thyroidní aktivitou může být narušena signální osa 

hypothalamus-hypofýza-štítná žláza zablokováním vazebných míst na receptoru, kam by 

se měly vázat hormony štítné žlázy a tím by mohlo potenciálně být zabráněno správnému 

fungování hormonů štítné žlázy, které jsou nezbytné například pro: vývoj mozku (Trojan 

a kol., 2003), remodelaci kostí a srdeční funkci (Brent, 2012). Celkově je problematika 

účinků chemických látek na osu štítné žlázy daleko složitější na rozdíl od jiných 

endokrinních drah, protože chemikálie narušují signalizaci štítné žlázy několika různými 

mechanismy, nejen přes interakci s thyroidním receptorem (Capen a Martin, 1989; Capen, 

1997; DeVito a kol., 1999; Hurley, 1998). 

V několika studiích bylo zkoumáno, jaký vliv může mít na ryby podávání tyroxinu. 

Ukázalo se, že při podávání nízkých koncentrací může tyroxin urychlovat růst ryb, 

protože z hypofýzy uvolňuje růstový hormon (Higgs a kol., 1982, 1992), a naopak vysoké 

koncentrace mohou způsobovat inhibici růstu nebo i smrt (Srivastava a kol., 2013). Na 

toto téma bychom mohli spekulovat o tom, jaký účinek na ryby by mohl mít nedostatek 
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tyroxinu. S největší pravděpodobností by nedostatečné množství tyroxinu mohlo u ryb 

způsobovat minimálně pomalejší růst. 
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6 Závěr 

Cílem této práce bylo provedení prvního monitoringu výskytu (anti-)thyroidních 

aktivit pomocí in vitro testů v extraktech z pasivních vzorkovačů typu POCIS, které byly 

uloženy v povrchových vodách na území České republiky, a identifikování rizikových 

lokalit výskytu (anti-)thyroidních aktivit. 

V této práci bylo provedeno analyzování thyroidních a anti-thyroidních aktivit za 

pomoci in vitro biotestů TR-CALUX (pro thyroidní aktivitu) a anti-TR-CALUX (pro 

anti-thyroidní aktivitu) v povrchových vodách. Thyroidní aktivita se v povrchových 

vodách z České republiky nevyskytovala na žádné z lokalit. Anti-thyroidní aktivita se 

v povrchových vodách pohybovala v koncentracích 89-310 μg  l-1 ekvivalentů 

deoxynivalenolu. Tato aktivita byla kvantifikována u 38 % vzorků. V rámci této práce 

došlo k odhalení 8-mi lokalit v povrchových vodách na území České republiky 

s výskytem anti-thyroidní aktivity. Nejvíce zatíženou lokalitou je řeka Bílina, ve které 

byla zjištěna nejvyšší anti-thyroidní aktivita. 

Dále bylo v této práci provedeno testování (anti-)thyroidních aktivit v povrchových 

vodách ve státě Texas (USA) s využitím pasivních vzorkovačů typu POCIS.  Thyroidní 

ani anti-thyroidní aktivita nebyla nalezena v žádném vzorku. 

Doposud nebylo provedeno dostatečné množství studií sledující tyto aktivity ve 

vodním prostředí a jejich dopad na vodní organismy (konkrétně interakce s thyroidním 

receptorem vedoucí k negativním účinkům in vivo) zatím studován nebyl, aby bylo 

možné s jistotou konstatovat, jaký je jejich výsledný vliv.  

Poznatky zjištěné v této bakalářské práci mohou být výchozím bodem pro další 

případný výzkum rizik spojených s výskytem anti-thyroidní aktivity ve vodním prostředí. 

Dále lze předpokládat, že lokalit zatížených anti-thyroidní aktivitou může být více, a to i 

v rámci menších vodních toků. Další výzkum by mohl být zaměřený na odhalování látek, 

které mohou být za anti-thyroidní aktivitu na daných lokalitách zodpovědné.  
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8 Abstrakt 

Xenobiotika vyskytující se ve vodním prostředí mohou mít hormonální aktivitu, a 

tudíž potenciál narušovat endokrinní systém a představovat tak riziko pro vodní 

organismy. Cílem této práce bylo provést první monitoring výskytu (anti-)thyroidních 

aktivit ve vzorcích z povrchových vod v České republice a následně identifikovat 

rizikové lokality výskytu (anti-)thyroidní aktivity.  

Vzorky byly odebrány za pomoci pasivních vzorkovačů typu POCIS z 21 lokalit na 

17-ti řekách v České republice. Detekce (anti-)thyroidních aktivit byla provedena za 

pomoci (anti-)TR-CALUX in vitro biotestu, v němž byly buňky vystaveny referenčním 

látkám a řadě ředění extraktů z pasivních vzorkovačů. Jako referenční látka pro thyroidní 

aktivitu byl použit trijodthyronin a pro anti-thyroidní aktivitu byl použit deoxynivalenol. 

Thyroidní aktivita nebyla nalezena na žádné ze sledovaných lokalit. Anti-thyroidní 

aktivita byla zjištěna u 38 % testovaných vzorků a naměřené aktivity se pohybovaly v 

rozmezí 89-310 μg  l-1 ekvivalentů deoxynivalenolu. V této práci bylo odhaleno 8 lokalit 

s anti-thyroidní aktivitou v povrchových vodách České republiky. Nejsilnější                 

anti-thyroidní aktivity byly zjištěny na řekách Bílina, Odra a Svratka.  

V této práci byly také testovány vzorky ze státu Texas (USA). Vzorky byly odebrány 

za pomocí pasivních vzorkovačů typu POCIS z 12 lokalit na 4 řekách. Thyroidní ani anti-

thyroidní aktivity nebyly nalezeny. 

Další výzkum by měl být zaměřen na identifikaci látek zodpovědných za tyto zjištěné 

anti-thyroidní aktivity v povrchových vodách v České republice a na vyhodnocení 

případného rizika, které mohou látky způsobující tyto aktivity pro vodní organismy 

představovat. 
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9 Abstract 

Xenobiotics present in the aquatic environment can exhibit hormonal activity and 

thus they have potential to disrupt endocrine system of aquatic organisms. The aim of this 

study was to perform the first monitoring of the occurrence of (anti-)thyroid activity in 

samples from surface waters from the Czech Republic and subsequently identify potential 

hot-spots of the occurrence of (anti-)thyroid activity.  

Samples were taken using passive samplers of the POCIS type from 21 localities in 

17 rivers from the Czech Republic. Detection of (anti-)thyroid activity was performed 

using the (anti-)TR-CALUX in vitro bioassay in which cells were exposed to reference 

substances and dilutions of extracts from passive samplers. Triiodothyronine was used as 

reference compound for thyroid activity, while deoxynivalenol was used as reference 

compound for anti-thyroid activity.  

Thyroid activity was not found in any of the surface water samples. Anti-thyroid 

activity was found in 38 % of the tested samples and ranged from 89 to 310 μg  l-1 

equivalents of deoxynivalenol. In this study, eight localities with anti-thyroid activity 

were identified in surface waters of the Czech Republic. The strongest anti-thyroid 

activities were found in the rivers Bílina, Odra a Svratka. 

In addition, samples from Texas (USA) were tested in this study. Samples were 

collected using passive samplers of the POCIS type from 12 localities in 4 rivers from 

Texas. Neither thyroid nor anti-thyroid activity was found in any of the surface water 

samples. 

Further research is needed to determine the compounds responsible for the detected 

anti-thyroid activities in Czech surface waters and to assess potential risk that the 

compounds responsible for these activities may pose to aquatic organisms. 
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